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研究成果の概要（和文）： 
【目的】分子標的治療薬は、腫瘍細胞に関連する標的分子に特異的に作用し、従来の殺細胞性

抗腫瘍剤に比べ血液・消化器毒性などの臓器毒性は低いが、単独投与での抗腫瘍効果は必ずし
も十分とはいえない。研究者らは、in vitro で CD20 陽性 B 細胞性リンパ腫培養株に対して抗
ヒト CD20抗体リツキシマブと低強度の超音波照射を併用することにより抗腫瘍効果が増強さ

れることを示し、今回の予備実験でも確認している。新たな試みとして、EGF 受容体(EGFR)
発現頭頸部扁平上皮癌由来細胞株(HSC-3 および HSC-4)を用いて、in vitro で抗 EGFR 抗体製
剤セツキシマブ（C-mab）による抗腫瘍効果が超音波照射により増強されるか、検討を行った。 
【方法】まず 1x106個のHSC-3 またはHSC-4 培養細胞株を 12 時間培養後、C-mabを 100nM
になるよう調整し、投与した。超音波照射は、C-mab投与 30 分後にpulse repetition frequency 
(PRF) 1 Hz、強度 0.5 W/cm2 (= output intensity of 0.38 W/cm2)、照射時間 1 分の条件で施行

した。 
【結果および考察】頭頸部扁平上皮癌由来細胞株における、増殖抑制効果、アポトーシス誘導
効果の上昇は、C-mab 投与単独および超音波照射単独と比較して、C-mab 添加後に超音波照

射を行うことにより有意な増強を認めた。この結果、既に検証されたリンパ腫細胞におけるリ
ツキシマブと超音波照射併用による抗腫瘍効果の増強と同様に、EGFR 発現頭頸部癌細胞にお
いても、分子標的治療剤である C-mab と低強度の超音波照射を併用することで、より効果的

な抗腫瘍効果が得られる可能性が示唆された。以上の実験結果に基づき、今後は in vivo にお
いて、超音波照射が C-mab の抗腫瘍効果を増感できるか、さらに検討を重ねる予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Purpose: Molecular target drugs are recognized as having anti-tumor effects against 
specific target molecules. Although these drugs are less toxic for major organs, 
representing hematological and gastrointestinal toxicities, when compared with 
conventional cytotoxic anti-tumor drugs, the anti-tumor intensities still have been in 
unsatisfactory levels with a single use of these drugs. The investigators already showed the 
enhancement of anti-tumor effects by the combination of anti-human CD20 antibody, 
rituximab and low-intensity ultrasound in a B-cell lymphoma cell line, and the same 
results were also confirmed by the preliminary experiments in the present study. As a new 
study design, we tried whether anti-Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) antibody, 
cetuximab (C-mab) have a potential power to enhance anti-tumor effects followed by 
ultrasound exposure using EGFR expressing head and neck squamous cell carcinoma cell 
lines (HSC-3, HSC-4) in vitro. 
Methods: After 12 hours duration for 1x106 number of HSC-3 or HSC-4 cell culture, C-mab 
was concentrated and administered under the condition of 100nM into cell medium. Thirty 
minutes after administration of C-mab, ultrasound was exposed to the dish under the 
condition of pulse repetition frequency (PRF) 1 Hz, intensity 0.5 W/cm2 (= output intensity 
of 0.38 W/cm2), duration 1 minute.  
Results and Discussion: Both of growth suppression and apoptosis induction effect in head 
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and neck squamous cell carcinoma cell lines were significantly enhanced by C-mab 
administration followed by ultrasound exposure compared with either C-mab 
administration or ultrasound exposure alone. These results suggest that the anti-tumor 
effect may possibly be enhanced by the combination of molecular target drug and 
low-intensity ultrasound in EGFR expressing head and neck squamous cell carcinoma cell 
lines, as well as that has been already observed in a B-cell lymphoma cell line. Based on the 
present study, the further investigation would be planned toward the possibility if the 
ultrasound exposure be able to enhance the anti-tumor effect by C-mab in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 分子標的治療薬は腫瘍細胞あるいは関連細

胞の抗原あるいは標的分子に特異的に作用し
て抗腫瘍効果を発揮する。近年急速にその開
発・臨床応用が進み、すでに多くの薬剤が実

地臨床に供されており、さらに今後も多く有
望な薬剤が実用化されていくと考えられる。
標的分子に特有な副作用が認められるとはい

え、従来の殺細胞性抗腫瘍剤と比較して一般
に血液・消化器毒性をはじめとする臓器毒性
は低い。しかし、抗体製剤の場合、分子標的

治療剤の単独投与のみでは必ずしも十分な殺
細胞作用が発揮できないのが現状である。 

一方、超音波の生体に対する作用は、熱作

用と非熱作用に分けることができる。熱作用
についてはこれまで温熱療法として臨床応用
されている。非熱作用、とくにキャビテーシ

ョ ン 作 用 は 細 胞 膜 に 可 逆 的 な 穿 孔
（sonoporation）を起こすことが知られてお
り、これを利用して遺伝子導入の効率を高め

る方法が検討され、遺伝子治療に実用化され
つつある。超音波単独の抗腫瘍効果について
は、培養白血病細胞を用いて検討がなされて

おり（Lancet1997、Exp Hematol 2002）、
また、薬剤送達システムとしての超音波の有
用性については、少量の抗腫瘍剤を効率よく

培養腫瘍細胞内に送達することが可能である
ことが報告されている（Cancer Letters 2001、
Ultrasonics 2006）。 
研究代表者らは、これまで超音波の細胞膜

に対する生物学的modulationによって細胞
表面抗原を変化させることにより、これと特

異的に結合し抗腫瘍効果を発揮する分子標
的治療薬の効果増強を図る目的で、CD20 を
細胞表面に強発現している培養細胞とヒト

‐マウスキメラ抗ヒトCD20 抗体であるリツ
キシマブ（Rituximab）を用いて基礎的検討
を行っている（Danno D、Kanno M、et al、
Ultrason Sonochem 15:463-471、2008、4th 
International Symposium on Therapeutic 
Ultrasound 2004、第 9 回がん分子標的治療

研究会総会 2005、第 46 回日本臨床血液学
会総会 2006）。その結果、超音波によりリツ
キシマブの殺細胞効果が相乗的に増強され

ることを示した。この基礎的研究で超音波と
分子標的治療薬の併用により抗腫瘍効果の
増強が期待できることが明らかになった。 
近年、頭頸部がん領域においても手術治療、

化学療法、放射線治療に加えて分子標的薬治
療が導入されつつある。現時点では欧米にお

いて承認されている分子標的薬は EGF 受容
体(EGFR)を標的としたキメラ抗体セツキシ
マブ（Cetuximab）のみで、放射線治療との

併用で一定の効果は認められるものの、現在
の標準治療であるシスプラチン（Cisplatin：
CDDP）を中心とした化学放射線治療を越え

る効果は見出されていないのが現状であり、
これを打開する方策が求められているとこ
ろである。 
 



２．研究の目的 
前項で述べた基礎的研究を踏まえ、この成果
を更に応用するために研究を計画した。 
(1)分子標的治療薬併用による抗腫瘍効果増
強のための in vitro での超音波の至適条件を
検索する。 
(2)頭頸部腫瘍は体表近くに腫瘤を形成し、超
音波照射が比較的容易な部位である。リツキ
シマブ以外の分子標的治療剤として同じヒ

ト-マウスキメラ抗 EGFR 抗体であり、頭頸
部腫瘍に対し抗腫瘍効果を有するセツキシ
マブを用いて、in vitro での超音波による増

強効果を認めるか検証する。 
[超音波照射イメージ図] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)BCL-2 を発現している CD20 陽性 B 細胞
性リンパ腫細胞株 SU-DHL-4 細胞を用いて、

抗ヒトCD20モノクローナル抗体リツキシマ
ブ暴露後に低強度超音波照射を行い、両者に
よるアポトーシス誘導が相乗効果を発現す

る至適条件を検討した。超音波照射には 1.0 
MHz ultrasonic generator (KUS-2S, ITO 
ULTRASONIC Co., Ltd., Tokyo, Japan) を
用いた。 
(2)EGFR発現頭頸部扁平上皮癌由来細胞株
としてHSC-3 およびHSC-4 を用いた。超音

波照射には 1.0 MHz ultrasonic generator 
(KUS-2S, ITO ULTRASONIC Co., Ltd., 
Tokyo, Japan) を用い、 pulse repetition 
frequency (PRF)、強度、および照射時間は
それぞれ 1 Hz 、 0.5 W/cm2 (= output 
intensity of 0.38 W/cm2) 、1 分とした。 
（図 1） 
まず 3.5-cm dishに 1x106個のHSC-3、HSC-4
をそれぞれ 12 時間培養し、(A) コントロー

ル  (CNTRL) 、 (B) セ ツ キ シ マ ブ 単 独 

(CETU)、(C) 超音波照射単独(UST)、(D) 併
用(COMB) の 4 グループを作成後、CETUお
よびCOMB群にはセツキシマブを 100nMに

なるよう調整し、投与した。その 30 分後に
USTおよびCOMB群に対し超音波照射を施
行した。（図 2） 
上記対象に対し、セツキシマブおよび超音波
照射に対する細胞増殖抑制効果および抗腫
瘍効果（アポトーシス）、また両者の併用に

よる増強効果などを WST-1 assay およびヘ
キスト染色などで検討した。 
 
図 1  

 
 
図 2 

 
４．研究成果 
(1)BCL-2 発現CD20 陽性B細胞性リンパ腫細
胞株SU-DHL-4 細胞に対して、超音波照射、
抗ヒトCD20 モノクローナル抗体リツキシマ

ブ、および両者によるアポトーシス誘導が相
乗効果を発現する至適条件を検討した結果、
超音波強度は 2.5W/cm2・1MHzで、リツキシ

マブの添加濃度は 10-2μg/mlで 24時間培養す
ることにより、両者によるアポトーシス誘導
に相乗効果を認めた。この条件設定が最適で

あるかは、なお検討が必要ではあるものの、
今後更なる研究を推進する上での、重要な基
礎的設定条件になると考えられる。 
(2)頭頸部扁平上皮癌由来細胞株 HSC-3 およ
び HSC-4 に対して、ヒト-マウスキメラ型抗
EGFR 抗体セツキシマブ単独暴露では増殖

抑制効果を認めるものの、アポトーシスの有

  



意な上昇を認めなかった。超音波照射単独に
おいても増殖抑制効果、アポトーシスの上昇
を認めたが、両者を併用することにより増殖

抑制効果、アポトーシスの上昇ともに他群と
比較し有意な差を認め、セツキシマブの超音
波照射併用による抗腫瘍効果の増強が示唆

された。（図 3、4） 
今回の検討で、B 細胞性リンパ腫細胞に認

められたリツキシマブと超音波照射併用に

よる抗腫瘍効果の増強が、頭頸部癌細胞に対
しても同様に分子標的治療剤であるセツキ
シマブと超音波照射を併用することで、より

効果的に抗腫瘍効果が得られる可能性が示
唆された。今後は、これらの研究結果に基づ
き、in vivo においても超音波照射がセツキシ

マブの抗腫瘍効果を増感できるかについて
検討していく予定である。 
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